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論 文 内 容 要 旨
序論
真菌の細胞壁は、 β一グルカン、マンナン、キチ ンといった多糖を主要構成成
分としている。 これ らの生体高分子 によ り真菌は細胞を保護 し形態 を規定するほ
か、壁 に存在するタンパク質 と共同して細胞外界か らの刺激や情報 を最初に受け
取 り細胞内に選択的に伝達する役割を担っている。真核生物でありながら単純な




チン含量は真菌でもその種 によって異な り、糸状菌では十数から三十数%の キチ
ンを含むといわれている。キチンは直鎖状の分子であり、互いに集合 して水に不
溶性の繊維 となる。 このため、細胞壁の強度の維持に重要であり糸状菌特有の細




よって作 られる。全ゲ ノムが明 らかになっている出芽酵母には3つ のキチン合成
酵素遺伝子(CHSI,CHS2,CHS3)が存在 し、それぞれの遺伝子産物(Chslp、
Chs2p、Chs3p)が異なる役割 を有 していることが多 くの研究から明らかになって
いる(Table1)。糸状菌においても近年様々な種か らキチン合成酵素遺伝子の単
離が行われ、それ らは真菌の遺伝子群として現在、推定アミノ酸配列の相同性を
元に5つ のクラスに分類されている。クラス1、II、II【は前駆体 として発現 しプ













第1章 糸状菌 細ρ8ぞg伽50η即θか らの3種 のキチ ン合成酵 素遺伝子 のク
ローニ ング
従来行われてきた遺伝子クローニングは、アミノ酸配列か らのアプローチや異
種間の相 同性を利用 して実験を進めることで行われてきた。 目的の一次配列を明




はない利点を有 している。つまりESTの元 となるmRNAの 取得時期を検討すれ
ば、時期特異的な発現産物 を速やかにスクリーニングすることも可能である。
これまで糸状菌ではAΨ8r8'伽5ル履8伽 ∫において保存領域か らのPCRク ロー
ニ ングによ り7つ のキチ ン合成酵素が見つかっているなど、そのホモログの数は
いまだ未知数である。本研究ではBlastネッ トワークサー ビスを用いてA.oηzα8
のEST情報か ら13本 のキチ ン合成酵素ホモ ログEST断片を得た(Table2)。
その うち9本 が小麦ふすまを用いた固相培養での発現遺伝子であ り、すべてクラ
ス1ま たはIHに属す ると考 えられた。残 りの4本 は液体培養 において発現 しその
うち3本 がクラスVの ホモログであった。
得 られたEST情報 をもとに3本 の遺伝子の全cDNA塩基配列を5LRACE、













3)。A.o那αθか らは既にクラスmに 属す るキチ ン合成酵素遺伝子c加Bが 単離
されてお り、EST情報のクラスIHに分類 されたクローンのうち3つ はこの6加B
のものであった。これはクラスInの酵素が2種 単離されているA.ル〃囎伽5の 酵
素 とそれぞれが非常に類似 しているものであった。c加Zは当初クラスVの ホモ
ログとして見っかったが、全塩基配列を決定 し一次構造 の解析を行ったところ、
既知のクラスには属さないことが考え られた。 これにっいては第4章 にて後述す
る。
また全長を明 らかにしたc加C、o乃誘、c加Zに加え、クラスVに 属するキチン
合成酵素遺伝子ch5yの一部塩基配列を決定 した(Fig.4)。また、 これ ら4っ の
酵素に存在する保存領域をプローブに用いてサザ ンハイブリダイゼー ションを行






よ り検討 した(Fig.6)。培養i条件は富栄養i液体培養 と小麦ふすまを用いた固相培
養 として生育 した菌体か らmRNAを取得 した。糸状菌は液体中では旺盛 に先端
が成長 し、分化には至 らない。分化 を伴う胞子形成 ・気中菌糸形成は固相培養等
の空気中でのみ起 こることが知 られている。c加且、c加B、c加Cは比較的緑のシグ







タンパ ク質に注 目したキチン合成酵素の研究は、 これまで出芽酵母を中心に進
められてきた。酵母におけるキチン合成の仕組みや活性化機構の解明は現在もキ
チ ン合成酵素研究の中心 といえる。1986年にCH31遺伝子が初めて同定 されて以
来、分子生物学的手法を用いて糸状菌においても多 くのキチン合成酵素遺伝子が
同定されてきている。 しか しなが ら、その生理的役割まで言及 した研究は非常に
少なく糸状菌におけるキチン合成は未だ未知の領域 といえる。本研究ではまず、
クラス1に 属する酵素の過剰発現により酵素の性質 を検討 した。
まず得 られたc加Cの 推定アミノ酸配列を、同じクラスに属するキチン合成酵
素 と比較 した(Fig.7)。その結果N末 端側 に比較的低い相同性を示す領域が存
在する以外は、全長にわたってよく似ていることがわかった。さらに推定アミノ
酸配列の2次 構造 をハイ ドロパシープロッ トによって:解析 した(Fig.8)。N末
端側は比較的親水性 に富み、膜貫通領域を含む疎水性領域がC末 端側に集中 して
いた。
この酵素を出芽酵母 と麹菌においてそれぞれ過剰発現させ、膜画分を調製 し活
性測定 を行 った(Fig.9)。その結果、酵母においてはインサー トの入っていない
プラスミ ドによる形質転換株のものと比較 して単位質量あた り25倍 以上の活性
を示 し、 トリプシン処理によってその活性はさらに約3倍 ほど、上昇した。麹菌
において も 同様 に過剰発現由来ChsCの活性が確認されたが、 トリプシンによる
活性化に有意な差は見 られなかった。 これ らの結果 はChsCが単独で活性を有す.
るキチン合成酵素であることを示す と共に、麹菌で発現させたChsCよりも酵母









に母細胞 と娘細胞 を隔てる隔壁へのキチン合 成酵素の局在や、キチン合成酵素の
運搬に特異的なオルガネラ(キ トソーム)の 存在などが明らかにされている。 し




トを行 い、その類似性を検討 した(Fig.10)。全長にわたって高い相同惇を示 し
たが、N末 端側に比較的相同性の低い領域が存在 した。また推定アミノ酸配列の











在は見 られなかった(Fig.12H)。キ ト'ソー ム と考 え られ るオル ガネ ラも分岐構






も存在することを示 した。しか しなが らc加Zにっいては相同検索を行って も、
高い相同性 を示すものはPorαcocd4'o'463わ7α3'Z'θη5'5のChs4のみであった(Table
3)。この遺伝子にはC末 端側にキチン合成酵素の保存領域が存在 し、クラスIV
に属す る酵素 とも比較的似た2次 構造が示 された(Fig.14)。N末端側にはクラ
スVの 酵素と同様にミオシンのモーター様 ドメイ ンが見 いだされた。 しか しなが
ら、N末 領域 における相同性はモーター様 ドメインを有するAπ∫伽1απ∫のCsmA
とも20%以 下 という低い値 を示 した。その他、既知のクラスVの 酵素 とは高く
て も30%前 後(全 長)の 相同性 を示すのみであったため、c加Zの分類を'η.





と固相培養 とし、異なる分化細胞 における発現量の違いを検討 した。その結果、
c加Zは前述のDNAマ イクロアレイの結果を支持 し、液体培養でよ り旺盛に発現






成酵素遺伝子配列 と1種 の一部cDNA塩基配列 を決定 した。真菌の形態形成にお
いてキチン合成酵素の役割は、最 も注 目される分野の一つであり、多 くのキチン
合成酵素遺伝子の報告が現在でもなされている。二形成を有するP加co〃2yc85

















ず、細胞壁合成に関与するタンパク質群 を材料 とした、分子 レベルでの研究が必
須であることは間違いない。
本研究ではクラス1に 属する糸状菌由来のChsCが、酵母で発現させた際には 畠
トリプシン処理によって非常に高い活性を有することを示 した。 これに対 し本来
の発現宿主である麹菌においては、それ程有意な差が見 られなかった ことは、麹




ン合成能を確認 し、キチン合成酵素を分子 レベルで扱った意義ある結果 と考えら
れる。
また、GFP融合 タンパク質を用いて任意のキチン合成酵素の局在を糸状菌 にお
いては初めて明確に提示 した。 これまでの多 くの研究がそうであるように、キチ
ン合成酵素において もモデル生物である糸状菌A.π蜘 伽5で の研究が比較的進ん
でいる。研究の中心 として多 くのキチン合成酵素破壊株が取得されているが、そ
のどの表現型か らも隔壁形成に異常をきた したものはまだ取 られていない。 しか





てお らず、隔壁形成に直接携わるキチン合成酵素 も同定されていない。 このこと
を踏 まえても、本酵素がキ トソームを経由して隔壁形成 に関わっている可能性 を
示唆する観察結果は非常に興味深いものである。
5つのクラスに加えて新たにクラスVIを提案 した ことは、糸状菌におけるさ
らなるキチン合成酵素の多様性を明確 にした。発現条件 における本研究結果 を裏
付ける報告では、二形性を有するP,加α5∫漉η∫∫5において菌糸成長条件下で特異的
にクラスVIホ モログであるChs4が発現 している。このことか らも菌糸成長に重
要なクラズ としての詳細な解析が望まれる。これまでクラスVに 属する酵素は他
のクラスの酵素よりも分子量において比較的大きなものが多 く、二次構造等 も非




の類似性を考慮 して も当然 ともいえることである。他の様々な酵素においても、
さらなるアイソザイムの発見により分類は柔軟にかつ、的確にその輪郭を広げて
い くと考え られるが、現在のゲノム情報の発展を見据えれば、糸状菌における全
キチン合成酵素の確定もそ う遠 くはないであろう。 ・
一341一
要約
1)ESTデー タベース を用 いてA.oワzα8から3種 のキチン合成酵素をクロー
ニングし、加えて1種 のcDNA部分配列を明 らかにした。
2)酵 母及び麹菌を発現宿主 としてAoワzαθ・由来のキチ ン合成酵素を発現させ、
その活性を測定 し'ηv∫∫r∂における酵素的性質を明らかにした。
3)GFP融合タンパク質を用いて糸状菌において初めてキチン合成酵素の局在
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論 文 審 査 結 果 要 旨
本研 究は糸状菌(Asρe㎎`」伽80型2αe,麹菌)の キチ ン合成酵素遺伝子 のクローニ ング と発現,さ ら
にキチ ン合成酵素の細胞 内での局在 と機能解析 を行 った ものである。
まず,麹 菌のESTデー タベース をもとに,3種 の遺伝子cん30,cんslA,cんsZの全cDNA塩基配列 を5'一
RACE法,invercePCR法などを用 いて決定 した。これまで報告 されている各種キチン合成酵素の推定 ア
ミノ酸配列 の比較か ら,cん8Cおよび読s且はそれぞれクラス1,ク ラス皿に分類 された。c加Zについては,
クラスVと 類似 していたが,全 塩基配列 を決定 し一次構造解析 の結果,ど の クラスにも属 さない新規な
遺伝子 であることがわか った。 また,上 記3種 の遺伝子 に加えて新たに画8yを取得 し部分塩基配列を決
定 した結果,cん8yがクラスVに 属す る遺伝子であ ることが わか った。
現在 まで に報告のあ る糸状菌のキチ ン合成酵素は,推 定ア ミノ酸 配列か ら,ク ラス1か らVの どれか
に分類 されている。従 って本研究で発見 された醜sZ遺伝子 は,新 規 な遺伝子 として,糸 状菌キチ ン合成
酵 素遺伝子の分類 にあ らたに新 規なクラス,VIを提唱す る事 になる。
クラスVと クラスVIは,ともにN末 端側 に ミオシ ンのモーター様 ドメインを有する点で,他 のキチ ン
合成酵素 とことなっているが,VとVIの ホモロジーは30%以下であることか ら,そ れぞれの機i能の違い
が推定 された。そ こで,ク ラスVのcん8yとクラスVIのcんsZの保存領域 をプローブとしてノーザ ンプロッ
トを行 った結果,液 体培養 において,c船Zは読8yrに比べて,発 現量 において大 きな差がみ られた。麹菌
においては,液 体培養 での菌糸の成長 にcん8zが大 き く関わってい ることが示 された。
一方
,cんSAはクラス皿に分類 され,酵 母では見 られず クラスVと ともに糸状菌に特有 なキチ ン合成酵
素であ る。本酵素の局在性 を調べる 目的で,0んSIA-G:FP融合 タンパ クを作成 し,細 胞内での局在性 を共
焦点 レーザー顕微鏡で観察 した結果,融 合タンパ ク質のオルガネラへの局在性が明瞭に示された。さらに,
このオルガネラは膜 に融合 してお り,酵 母で示 されたキチ ン合成酵素輸 送の オルガネラであるキ トソー
ムの存在 が,糸 状菌 において も示 された最初の例であ る。 また,こ の オルガネラが菌糸の分岐部分に多
く観察 された ことか ら,Cん&4は細胞 間の隔壁形成 に関与する酵素 と考え られた。
以上,本 研究 は麹菌24εp砺g班πsoηgαθか ら始めて3種 のキチ ン合成酵素遺伝子 のクローニ ングに成
功 し,加 えて1種 のcDNA部命配列 を決定 した こと,そ の中で,cん8Zが現在 まで知 られてい ない全 く新
規 な構造 を持つ ことか ら,キ チ ン合成酵 素 に新規な クラスVIを提唱 した ことは,糸 状菌 のキチ ン合成酵
素研 究において重要 な貢献 を した もの と評価 され,審 査員一同,候 補者 は博士 儂 学)の 学位 を授与 さ
れ るに充分 の資格 を有す る と認定 した。
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